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Magnetische Nanopartikel

S ynthetische magnetische Nanopartikel (MNP) werden in der Bio-

Angewandte

Aus dem Inhalt

medizin immer hdufiger als Sonden eingesetzt. Dies gilt besonders fiir

die Anwendung in der Kernspintomographie (Magnetic Resonance 1. Einleitung 3201
Imaging, MRI). Diese Nanopartikel sind von dhnlicher Grofie wie 2. Synthese leistungsféhiger MNP-
biologische Funktionseinheiten. Deshalb und wegen ihrer einzigarti- Sonden 5202
gen magnetischen Eigenschaften eignen sie sich zur molekularen
Bildgebung. Dieser Aufsatz gibt einen Uberblick zu neuartigen MNP-  3- Molekulare und zelluldre
Sonden, mit denen biologische Ereignisse auf molekularer und zel- Kernspintomographie 5207
luldrer Ebene empfindlich und spezifisch nachgewiesen werden kon- 4 Multimodale molekulare
nen. Bildgebung mit magnetischen
Hybridnanopartikeln 5210
1. Einleitung 5. Schlussfolgerungen 5211
Die Entwicklung von biomedi-
zinischen Aufnahmeverfahren wie ) L ) )
der Computertomographie (CT), Tabelle 1: Kontrastmittel und Nanopartikel fir die Kernspintomographie.
optischen  Bildgebungsverfahren =~ Name Grofe des Gesamt  Beschichtung 21 B[T]
und der Kernspintomographie hat magnetischen  grofe [mm s
die Diagnose und Therapie von Kerns [nm] (nm]
Krankheiten deutlich erleich- Konventionelle MINPs
tert.'3] Die meisten biologischen AMI-25 5-6 80-150 Dextran ca. 100 0.47
Vorgiinge laufen auf molekularer ~ (Feridex
" Endorem)E"
und zelluldrer Ebene ab. Das Ver- g\, 5550 (Resovist)™ ca. 4.2 ca. 62 Carbodextran 151 0.47
standnis dieser Vorginge wird aber  am1.227 (Combidex, Sine- ~ 4-6 2040 Dextran 53 0.47
dadurch eingeschrénkt, dass ihre  rem)®
Aufzeichnung in Echtzeit schwie-  CLIO, MIONPY ca.2.8 10-30 Dextran ca. 69 1.5
rig ist.
Anorganische  Nanopartikel

konnten hier zur Aufkldarung bei- Neuartige synthetische MNPs

. . . Fe,O, (MEIO)P¥ 12 15 DMSA 218 15
tragen, denn die Bildgebung mit ;¢ & - (\vnvEi)E 12 15 DMSA 358 15
diesen Sonden stiitzt sich nicht  pecoBa 7 30 Kohlenstoff und 644 15
langer auf anatomische Merkmale, Phospholipid-
sondern auf molekulare Abldu- Poly (ethylenglycol)

fe.**! Nach der Konjugation mit
ausgewdhlten Biomolekiilen
konnen diese winzigen, 1-100 nm
groBen Sonden durch die Blut-
oder Lymphgefi3e des menschlichen Korpers zirkulieren!
und das Ziel anhand spezifischer biologischer Wechselwir-
kungen wie denen zwischen Antikorper und Antigen,*® 711!
einer Nucleinsidurehybridisierung!*'® oder Genexpression
erkennen.*?!

In den vergangenen zwanzig Jahren wurden der Natur
entlehnte oder in wissriger Phase synthetisierte Eisenoxid-
Nanopartikel in der Kernspintomographie als Kontrastmittel
eingesetzt. Dazu zdhlen dextranbeschichtetes superparama-
gnetisches Eisenoxid (Super-Paramagnetic Iron Oxide, SPIO)
und dhnliche Nanopartikel, z. B. vernetztes Eisenoxid (Cross-
Linked Iron Oxide, CLIO), Feridex, Resovist und Combidex
(Tabelle 1).7¥ Einige dieser Nanopartikel werden mittler-
weile klinisch bei der ,,anatomischen“ Kernspintomographie
zur Kontrastverstirkung®>! und auch zur molekularen
Bildgebung verwendet.”?! Um den Kontrast der Aufnah-
men zu verbessern und Fortschritte bei der molekularen
Bildgebung zu erzielen, wurden neuartige magnetische Na-
nopartikel (MNPs) entwickelt, die auf der Oberfliche viel-

abhingen kénnen.

[10,11]
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[a] Die r2-Werte sind Literaturwerte, die von der Feldstirke, dem Messverfahren und der Pulsfolge

seitigere Gruppen tragen. Mithilfe eines besseren Herstel-
lungsverfahrens iiber eine nichthydrolytische thermische
Zersetzung konnen die wichtigsten Parameter der MNPs —
Grofle, magnetische Dotierung, magnetokristalline Phase und
Oberflichenzustinde>% — nun bei der Synthese gesteuert
werden. Daher sind nun gezielt Nanopartikel zugénglich, die
einen starken Magnetismus aufweisen und konventionelle
Kontrastmittel fiir die Kernspintomographie iibertreffen.*"*?
Wir geben hier einen Uberblick iiber das Design neuartiger
MNP-Sonden, wobei wir uns auf zwei reprisentative Typen
konzentrieren: Eisenoxid-haltige MNPs und magnetische
Nanopartikel aus Metalllegierungen. Ferner gehen wir auf die
folgenden Punkte ein: 1) die Kontrastverstarkung in der To-

[*] Dr. Y.-w. Jun, J.-H. Lee, Prof. |. Cheon
Department of Chemistry
Yonsei University, Seoul 120-749 (Korea)
Fax: (+82) 2-364-7050
E-Mail: jcheon@yonsei.ac.kr

Chemie

5201



Aufsiitze

5202

mographie durch Kontrolle des magnetischen Kerns der Na-
noteilchen (Abbildung 1a), 2) den Aufbau einer Liganden-
schale um den Kern, um stabile und biokompatible Kolloide
zu erhalten (Abbildung 1b), 3) Nanopartikel fiir molekulare
oder zelluldre Ziele (Abbildung 1¢) und 4) die Kernspinto-
mographie von Carcinomen, Angiogenese, Zellwanderung
und Therapie (Abbildung 1d).

) Oberfldchen-
a  Magnetismus b odifizierung
Gréke Dotierungsmittel
0@ . o
/ \

Bindung | Funktion fiir
an das Nano-| die Biokonju-
partikel gation

magnetokristalline
Phase

i hydrophiler

) Bereich

Kern Nanopartikel Schale
\ molekulare

C Steuerbarkeit

s
.‘
4

Zelle

Schale

Abbildung 1. Neuartige magnetische Nanopartikel (MNP) fiir die mo-
lekulare und zelluldre Kernspintomographie (MRI). a) Entwicklung von
Nanopartikeln mit magnetischem Kern . b) Aufbau einer Liganden-
schale auf der Oberfliche der Nanopartikel. c) Steuerung mit Biomole-
kiillen gekuppelter Nanopartikel. d) Anwendung von Nanopartikeln in
der molekularen und zellularen Kernspintomographie.
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2. Synthese leistungsfdhiger MNP-Sonden

2.1. Kontrastverstirkung in der Kernspintomographie
2.1.1. Grundlagen der Kontrastverstirkung

Beim Anlegen eines Magnetfelds (B,) wird in superpa-
ramagnetischen Nanopartikeln ein magnetisches Dipolmo-
ment u induziert. Diffundieren nun Wassermolekiile in den
»Randbereich® dieses Dipolmoments, wird die magnetische
Relaxation der Protonen gestort und die Spin-Spin-Relaxa-
tionszeit (72) kiirzer. Dies fiihrt bei T2-gewichteten MRI-
Aufnahmen zu einer dunkleren Farbung der entsprechenden
Bildbereiche (Abbildung 2). Die Stirke dieses 72-Kontrast-
effekts wird gewohnlich durch die Spin-Spin-Relaxivitdt R2
(R2 = 1/72) wiedergegeben, wobei groBere Werte von R2
fiir einen stdarkeren Kontrasteffekt stehen. Der Relaxivitéts-
koeffizient r2, die Steigung der Kurve bei einer Auftragung
von R2 gegen die Molaritit der magnetischen Atome, ist ein
normalisiertes Maf3 fiir die Kontrastverstarkung.

induziertes
Feld

magnetisches
Nanopartikel

& HO

| 4
MR- . Kontrast- .
Signal” verstarkung

Abbildung 2. Der Einfluss magnetischer Nanopartikel auf den Kontrast
in kernspintomographischen Aufnahmen. In einem dufleren Magnet-
feld (B,) werden die Nanopartikel magnetisiert und weisen dann ein
magnetisches Moment u auf. Dieses induziert ein Magnetfeld, das die
Relaxation der Spins der Wasserprotonen stért. Daraus resultiert eine
Kontrastverstirkung in den Kernspintomographien, die sich in einer
Dunkelfarbung der betreffenden Bildteile duRert.
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Magnetische Nanopartikel

In diesem Randbereichsrelaxationsmodell fiir geloste
magnetische Nanopartikel ergibt sich der R2-Wert des Pro-
tons nach Gleichung (1).*!

R = 75 = (a8 )7 1o (7 ) (65i(0s) + 153w + 250} (1

1+ Yy(ioT + 7/75,)"?

Angewandte

Zusammen-
setzung
(Dotierung)

MnFe,0,

o

AN

GroRke

SNtN 1)

jn ((U,T,Ts,,) = Re(

Hier sind y,; das gyromagnetische Verhiltnis der Protonen
in Wasser, M die Molaritdt der magnetischen Nanopartikel, r
ihr Radius, N, die Avogadro-Zahl, 4 das magnetische
Moment der Nanopartikel und wg und w,; die Larmor-Fre-
quenzen der Prizession des elektrischen Moments der Na-
noteilchen bzw. des magnetischen Moments der Protonen in
den Wassermolekiilen. In den spektralen Dichtefunktionen
ju(w,T) ist Re der Realteil des Klammerausdrucks und
7 (= D) die Zeitskala der Fluktuationen der magnetischen
Dipolwechselwirkung zwischen den Partikeln und den Was-
sermolekiilen (die aus einer Diffusion (D) der Partikel relativ
zu den Wassermolekiilen resultiert). 74, und 7y, schlieBlich
sind die Lebensdauern der longitudinalen und transversalen
Komponenten von z.[*!

Das Entwicklungsziel sollten Nanopartikel mit einem
Magnetismus sein, der zu einem Maximalwert von R2 fiihrt.
Wegen der engen Beziehung zwischen R2 und dem magne-
tischen Moment (u) und der Relaxation des Spins (zg, 7s,)
kann eine Maximierung von u bei der Synthese der Nano-
partikel giinstig sein. 4 hingt von der GroBe, Zusammenset-
zung und magnetokristallinen Phase der Nanoteilchen ab. Die
Lebensdauern der longitudinalen und transversalen Kompo-
nenten von u sind durch die magnetokristalline Phase der
Nanopartikel festgelegt. Durch eine prazise Modulation
dieser Parameter lassen sich daher MNPs erhalten, deren
kontrastverstirkende Wirkung in der Tomographie maximal
ist (Abbildung 3).

2.1.2. Synthese magnetischer Nanopartikel

Synthetische magnetische Nanopartikel von hoher Qua-
litdt werden gewohnlich durch die thermische Zersetzung von
Metallkomplexen in heilen, nicht hydrolysierenden organi-
schen Losungsmitteln in Gegenwart von Tensiden erhalten.
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zeit als Doktorand in der Arbeitsgruppe von
Prof. Jinwoo Cheon mit der Herstellung bio-
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rapie. Er wurde 2004 mit einem Korea Rese-
arch Foundation Fellowship und 2005 mit
einem Seoul Science Fellowship ausgezeich-
net.
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Abbildung 3. Wichtige Parameter fiir die Kontrastverstirkungseigen-
schaften von MNPs.

Dabei entstehen Monomere, die in der iibersittigten Losung
aggregieren. So werden die Keimbildung und das anschlie-
Bende Wachstum der Nanopartikel induziert.**¥ Durch eine
geeignete Wahl der Wachstumsparameter — Monomerkon-
zentration, kristalline Phase des Kerns, Losungsmittel und
Tensid, Temperatur und Zeit sowie Oberflichenenergie —
konnen GroBe, Zusammensetzung und magnetokristalline
Phase der MNPs gesteuert werden. Es gibt zahlreiche Be-
richte iiber die Synthese von Metallferrit-Nanopartikeln aus
Eisenpentacarbonyl, Eisencupferron, Eisentris(2,4-pentadio-
nat) und Eisen-Fettsdure-Komplexen in heilen organischen
Losungsmitteln, die Fettsduren und Amine als Tenside ent-
halten.?26.28.231 Dije GroBe der Nanopartikel kann zwischen
4 und ca. 50 nm mit einer Auflésung von 1-3 nm eingestellt
werden. Uber Einzelheiten der Herstellung magnetischer
Nanopartikel ist bereits frither berichtet worden. ¥4

2.1.3. Einfluss der Grofie magnetischer Nanopartikel

In einer makroskopischen Probe sind im Idealfall alle
Spins parallel zum dufleren Magnetfeld ausgerichtet. Im Na-
nometerbereich weicht die Orientierung der Spins an der
Oberflache dagegen meist leicht von dieser Anordnung ab,
und es entsteht eine magnetisch fehlgeordnete Schicht mit
Spinglas-Eigenschaften (Abbildung 4a).1*) Daher hingen,
wie auch nach Gleichung (1) zu erwarten, die magnetischen
Momente und die Kontrastverstidrkung stark von der GroBie
der MNPs ab. Dies wird an Eisenoxid-Nanopartikeln mit
definiertem Magnetismus deutlich (Magnetism-engineered
Iron Oxide, MEIO): Fe;0,-Nanopartikel mit 4, 6,9 und 12 nm
GroBe weisen Magnetisierungswerte von 25, 43, 80 bzw.
101 emu pro Gramm Fe auf (Abbildung 4b.c).””! Mit abneh-
mender Grofle der Nanopartikel wird der Oberflacheneffekt
immer groBer und das magnetische Moment sinkt. Dies be-
einflusst direkt den Kontrast in der Tomographie. Der Koef-
fizient 72 nimmt in obiger Reihe (von 4 bis 12 nm) von ca. 78
iiber 106 und 130 auf 218 mM 's™! zu. Entsprechend 4ndert

www.angewandte.de
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a Ausrichtung der Spins
im Nanopartikel U
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Abbildung 4. a) Abweichende Ausrichtung der Spins an der Oberflache
eines Nanopartikels bei Magnetisierung (M: magnetisches Moment,
H: duReres Magnetfeld). b)—e) GroReneffekte bei Fe;O,(MEIO)-Nano-
partikeln und ihre Auswirkung auf Magnetismus und Kontrast in kern-
spintomographischen Aufnahmen: b) Transmissionselektronenmikro-
skopische Aufnahmen (TEM) von unterschiedlich grof’en MEIO-Nano-
partikeln. c) Makroskopische Werte fiir die Magnetisierung. d) T2-ge-
wichtete Kernspintomographien (oben schwarz-weif, unten farbco-
diert). e) Relaxivititskoeffizienten r2 der Nanopartikel in (a). Aus

Lit. [37].

sich die Farbe von Hellgrau zu Schwarz (oder von Rot zu Blau
in farbcodierten Aufnahmen, Abbildung 4d,e).

2.1.4. Magnetische Dotierung von Nanopartikeln

Auch Dotierungsmittel mit hoher magnetischer Suszep-
tibilitdt beeinflussen den Magnetismus von Nanopartikeln
stark. Dies wird an MFe,O,-Nanopartikeln deutlich, in denen
Fe’"-lonen durch andere zweiwertige Ubergangsmetall-
Tonen M?" ersetzt wurden (M = Mn, Ni, Co).”® Ferrimag-
netisches Fe;O, weist eine inverse Spinellstruktur mit einer
kubisch-flaichenzentrierten Anordnung von Sauerstoffato-
men auf, deren Tetraederliicken (T;) von Fe*'-Ionen und
Oktaederliicken (O,) von Fe*'- und Fe?'-lonen besetzt
werden. In einem dufleren Magnetfeld richten sich die ma-
gnetischen Spins der Ionen in den Oktaederliicken parallel
zum dueren Feld aus, diejenigen der Ionen den Tetraeder-
licken antiparallel (Abbildung 5a). Da Fe*'-lonen die

www.angewandte.de
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Abbildung 5. a) Ferrimagnetische Ferrit-Nanopartikel mit inverser Spi-
nell-Struktur und Ausrichtung ihrer Spins. O,: Oktaederliicke, Ty: Tetra-
ederliicke. b) Ausrichtung der Spins in dotierten MEIO-Nanopartikeln
MFe,O, (M = Mn, Fe, Co, Ni) und c) Stirke ihrer makroskopischen
Magnetisierung in Abhingigkeit vom Dotierungsmittel. d) Kontrastver-
dnderung in den entsprechenden Kernspintomographien und Werte
des Koeffizienten r2 (aus Lit. [38]).

Elektronenkonfiguration d° aufweisen und Fe*'-Ionen die
Konfiguration d® (high spin), belduft sich das magnetische
Gesamtmoment pro Formeleinheit (Fe**); (Fe**Fe’*)e, O,
auf 4 pg >

Auf der Grundlage ihrer Elektronenkonfigurationen
lassen sich die magnetischen Momente pro Formeleinheit fiir
MnFe,0,, CoFe,0, und NiFe,O, zu etwa 5 pg, 3 ug bzw. 2 ug
abschitzen (Abbildung 5b).’” Bei Messungen der spezifi-
schen Magnetisierung wird der Einfluss des Dotierungsmit-
tels deutlich. Die spezifische Magnetisierung ist am grofiten
fir Nanopartikel aus MnFe,O, (110emu pro Gramm
(Mn,Fe)) und nimmt iiber FeFe,O, (101 emu pro Gramm Fe)
und CoFe,0, (99 emu pro Gramm (Co,Fe)) zu NiFe,O, ab
(85 emu pro Gramm (Ni,Fe), Abbildung 5c).”*.

Angew. Chem. 2008, 120, 5200 —5213
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Bei Einsatz dieser dotierten MEIO-Nanopartikel nimmt
der Kontrast in Kernspintomographien deutlich zu.®® Der
Effekt ist dabei fiir 72-gewichtete Aufnahmen bei MnFe,0,
(MnMEIO) am stirksten. Der Wert des Koeffizienten r2
betrigt hier 358 mm 's™! — bei FeFe,0, (MEIO), CoFe,0,
(CoMEIO) und NiFe,O, (NiMEIO) sind es nur 218, 172 bzw.
152 mm's™! (Abbildung 5d) — und ist mehr als doppelt so
grof} wie die Koeffizienten fiir SPIO und andere Kontrast-
mittel (Tabelle 1). Dieser stdrkere Effekt der neuartigen
magnetischen Nanopartikel ist beispielsweise vorteilhaft fiir
MRI-Aufnahmen kleiner Carcinome (sieche Abschnitt 3).

2.1.5. MNPs aus Legierungen

Auch aus Legierungen wie FeCo und FePt wurden ma-
gnetische Nanopartikel hergestellt.*>3*%3 In diesen Nano-
partikeln richten sich alle Spins parallel zum &uBeren Ma-
gnetfeld aus, daher sind die magnetischen Momente meist
groBer als fiir ferrimagnetische Nanopartikel. So betridgt das
magnetische Moment der Legierung FeCo ungefihr 2.4 p;
pro magnetischem Atom, das von Fe;O, nur ca. 1.3 ug pro
magnetischem Atom.® Legierungs-MNPs sollten sich daher
ausgezeichnet als Sonden fiir die Kernspintomographie
eignen. Beispielsweise wurden 7 nm grof3e FeCo-Nanoparti-
kel entwickelt, die durch eine Graphitschale passiviert sind
(Abbildung 6a).”! Die Beschichtung der Nanopartikel mit
Phospholipid-Poly(ethylenglycol) (PL-PEG) verleiht ihnen
kolloidale Stabilitdt in wissrigen Medien (Abbildung 6b).
Diese CoFe-MNPs weisen eine sehr hohe Magnetisierung von
215 emu pro Gramm Metall auf (Abbildung 6¢), und der
Koeffizient 72 ist mit 644 mm 's™' erheblich groBer als fiir
SPIO-Kontrastmittel wie Feridex (ca. 100 mm~'s™1).*l Solche
magnetischen Nanopartikel wurden erfolgreich zur In-vitro-
Zellmarkierung und fiir die 71-gewichtete In-vivo-Kernsp-
intomographie des Blutkreislaufs eingesetzt (siche Ab-
schnitt 3 und Lit. [57,58] fiir Ubersichten zu T1-Agentien).

2.2. Kolloidale Stabilitit und Biokompatibilitdit durch
Oberflichenliganden

Nicht durch Hydrolyseverfahren synthetisierte magneti-
sche Nanopartikel sind gewohnlich mit hydrophoben Ligan-
den beschichtet. Um MNPs mit hoher kolloidaler Stabilitét in
wissrigen biologischen Losungen zu erhalten und eine Ag-
gregation unter physiologischen Bedingungen zu vermeiden,
miissen diese Liganden gegen geeignetere ausgetauscht
werden. Der hydrodynamische Durchmesser der Nanoparti-
kel — die scheinbare GroBe eines dynamisch hydratisierten/
solvatisierten Teilchens — ist eng verkniipft mit der Féahigkeit,
das biologische Abwehrsystem und vaskuldre Barrieren zu
iberwinden. So werden MNPs mit einem groen hydrody-
namischen Durchmesser (ab etwa 100 nm) leicht von Pha-
gocyten gefressen,”” kleinere (1-30 nm) werden dagegen
nicht aufgenommen und konnen mit hinreichend langer
Halbwertszeit zirkulieren (>1h, Abbildung 7a).*"! Diese
relativ kleinen Nanopartikel konnen verstirkt in das Zielge-
webe eindringen und sich dort anreichern, weil sie leicht die
groBeren Fenestrationen der BlutgefiBe (100 nm bis einige

Angew. Chem. 2008, 120, 5200 — 5213
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Abbildung 6. Neuartige synthetische FeCo-Nanopartikel. a) TEM-Auf-
nahme. b) Schematische Darstellung der Ligandenschicht. c) Hystere-
se-Schleife fiir 7 nm grofle FeCo-Nanopartikel (aus Lit. [39]).

um) in der Umgebung von Krebsgewebe passieren konnen
(Abbildung 7a).1"6?! In letzter Zeit wurden mehrere Strate-
gien zur Einfithrung von Liganden auf magnetischen Nano-
partikeln entwickelt (Abbildung 7b). Durch Prozesse an der
Oberflache und die Anlagerung von Biomolekiilen kann sich
die GroBe der Nanopartikel &ndern. Daher muss zunéchst die
optimale Grof3e ermittelt werden, bei der die R2-Werte grof3
sind, die Halbwertzeit im Blut aber gleichzeitig hoch.

2.2.1. Beschichtung mit difunktionellen Liganden®>%%"

Bei den ersten Untersuchungen zur Uberfithrung von
Nanopartikeln von organischen in wissrige Medien wurden
kleine difunktionelle Liganden eingesetzt,*®! die typischer-
weise aus zwei Teilen bestanden: einem, der sich an die MNP-
Oberfldche bindet, und einem hydrophilen Teil, der mit dem
wiassrigen Medium in Kontakt steht. So lagert sich die Diol-
einheit von Betainen an Eisenoxid-Nanopartikel an, und der
Ammoniumrest am anderen Ende macht sie wasserloslich.®
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Abbildung 7. a) Verhalten von Nanopartikeln in Blutgefiflen von Leber, norma-
lem Gewebe und Krebsgewebe. Synthetische MNPs haben den gréfiten EPR-
Effekt auf Krebszellen. b) Aufbau von MNPs mit hoher kolloidaler Stabilitat
durch Bindung geeigneter Liganden an der Oberfliche.

Polyethylenglycol-Einheiten als hydrophile Gruppen
steigern die kolloidale Stabilitit von Nanopartikeln.[>%
Beispielsweise bildeten FePt-l oder Fe@Fe;0,-Nanoparti-
kel® nach der Einfithrung gemischter difunktioneller Li-
ganden wie PEG-Thiol und PEG-Dopamin in Wasser stabile
kolloidale Dispersionen (Abbildung 8).

2.2.2. Beschichtung mit mehrzihnigen polymeren Liganden”®””!

Auch die Funktionalisierung mit mehrzéhnigen Liganden
erhoht die kolloidale Stabilitdt in wissriger Losung. So bil-
deten y-Fe,O;-Nanopartikel, deren Oberfldche mit polyme-
ren PEG-Phosphinoxid-Liganden beschichtet war, stabile
Kolloide (Abbildung 9a,b)."!

Anorganische polymere Liganden wie Siloxane wurden
ebenfalls eingesetzt. Durch eine Sol-Gel-Reaktion wurden
Eisenoxid-Nanopartikel in einer Mikroemulsion mit einer
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Abbildung 8. Nanopartikel mit difunktionellen Liganden. a) Austausch
der Liganden an hydrophoben FePt-Nanopartikeln gegen eine Mi-
schung aus Polyethylenglycol (PEG)-Dopamin- und PEG-SH-Liganden.
b) TEM-Aufnahme der erhaltenen wasserléslichen FePt-Nanopartikel.
Einschub: Wissrige Lésung von FePt-Nanopartikeln. c) Ligandenaus-
tausch an Fe@Fe;O,-Nanopartikeln mit PEG-Dopamin. d) TEM-Auf-
nahme wasserloslicher Fe@Fe;O,-Nanopartikel (aus Lit. [66,67]).

c
+ Si(OEt)s
Igepal, NH;OH
H,0, Cyclohexan
Si0,
Feg0,
e

+ (e Fpofr o
1 Toluol

10 nm

Abbildung 9. a,b) Syntheseschema und Priifung der Wasserlslichkeit
von Fe,O;-Nanopartikeln, die mit mehrzihnigen polymeren Liganden
beschichtet wurden (aus Lit. [70]). c) Syntheseschema und d) TEM-Auf-
nahme mit SiO, beschichteter Fe;O,-Nanopartikel. e) Syntheseschema
und f) TEM-Aufnahme wasserléslicher Fe;O,-Nanopartikel mit PEG-
Siloxan-Liganden (aus Lit. [72,73]).
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Siliciumdioxidhiille umgeben (Abbildung 9¢,d).”%7 Die
Einfiihrung von PEG-Liganden mit Triethoxysilyl-Endgrup-
pen verlieh hydrophob beschichteten Eisenoxid-Nanoparti-
keln eine hohe kolloidale Stabilitdt in wissrigen Phasen
(Abbildung 9e,f)."

2.2.3. Beschichtung mit amphiphilen Micellen”**

Nanopartikel mit hydrophoben Liganden konnen in
wissrige Medien eingebracht werden, wenn sie zuvor mit
einer amphiphilen Beschichtung versehen wurden, die sowohl
hydrophobe wie hydrophile Strukturteile enthalten. Dabei
entstehen Micellen. Dieses Verfahren wurde urspriinglich fiir
Quantenpunkte entwickelt,'>'3 dann aber erfolgreich auf
MNPs iibertragen. So ziehen amphiphile Liganden wie Te-
tradecylphosphonat und PEG-2-tetradecylether auf die
Oberfliche von Nanopartikeln auf, und es bilden sich Mi-
ellen."! Dabei erhohen die hydrophilen PEG-Gruppen die
Loslichkeit in Wasser (Abbildung 10a,b). Auch Eisenoxid-
Nanopartikel lassen sich in Wasser 16sen, nachdem sie durch
amphiphiles PEG-Phospholipid”™ oder Poly(maleinsiurean-
hydrid-alt-1-octadecen)-PEG-Blockcopolymere in Micellen
iiberfiihrt wurden. Der Einschluss mehrerer Nanopartikel
in amphiphilen Micellen ist ebenfalls moglich. Wegen hy-
drophober Wechselwirkungen wurden mehrere Nanopartikel
in Micellen eingeschlossen, die aus dem amphiphilen Poly-
styrol-polyacrylsdure-Blockcopolymer (PS-PAA) entstehen
(Abbildung 10¢,d).”” In dhnlicher Weise bilden sich beim
Verdampfen hydrophober Losungsmittel aus einer Losung,
die Polylactid-PEG-Blockcopolymere enthilt, Micellen von
ca. 50 nm Grofe, die eine hydrophile AuBlenseite und einen
hydrophoben Innenraum aufweisen, in dem sich Nanoparti-
kel befinden konnen (Abbildung 10e,f).[*!

2.2.4. Beschichtung mit vernetzbaren difunktionellen
LigandenP” 441

Der Einsatz vernetzbarer niedermolekularer Substanzen
liefert magnetische Nanopartikel mit stabilen Strukturen; der
hydrodynamische Durchmesser nimmt dabei nur marginal zu.
Der difunktionelle Ligand 2,3-Dimercaptobernsteinsiure
steigert durch die Bildung von Chelatbindungen von den
Carboxylatgruppen zu Fe;O,-Nanopartikel die Stabilitédt des
Kolloids (Abbildung 11a).F”3%# Die Struktur wird durch
Disulfidbriicken zwischen den Liganden stabilisiert, und mit
der verbleibenden freien Thiolgruppe kann eine Biokonju-
gation herbeigefiihrt werden. Losungen dieser Nanopartikel
in phosphatgepufferter Salzlosung (PBS, bis 250 mm NacCl)
sind recht stabil (Abbildung 11b). Der hydrodynamische
Durchmesser des Nanoteilchens veréndert sich dadurch nicht
(ca. 13 nm, Abbildung 11c¢), und dieser Wert ist niedrig genug
fiir In-vivo-Anwendungen.

3. Molekulare und zellulédre Kernspintomographie
Die neuartigen magnetischen Nanopartikel ermoglichen
also kernspintomographische Analysen mit stark erhohtem

Kontrast und weisen geeignete Liganden fiir eine Biokonju-
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Abbildung 10. a) Micellenbildung um Fe;O,-Nanopartikel durch Anlagerung
amphiphiler PEG-Liganden. b) TEM-Aufnahme von wasserléslichem Fe;O,
(aus Lit. [74]). ) Syntheseschema und d) TEM-Aufnahme von Micellen aus
Polystyrol-Polyacrylsaure-Blockcopolymeren (PS-PAA), die mehrere Nanoparti-
kel umschlieflen. e) Syntheseschema und f) TEM-Aufnahme von Micellen aus
Poly(p, L-lactid)-PEG-Blockcopolymeren, die mehrere Nanopartikel und einen

Wirkstoff enthalten (aus Lit. [40, 77]).
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Abbildung 11. a) Ligandenaustausch an Fe;O,-Nanopartikeln: vernetz-
bare difunktionelle 2,3-Dimercaptobernsteinsaure(DMSA)-Liganden er-
setzen Olsdure. b) Priifung der kolloidalen Stabilitat in NaCl-Lésung.
c) Messwerte der dynamischen Lichtstreuung an DMSA-beschichteten
Fe;O,-Nanopartikeln (aus Lit. [37,41]).

gation auf. Diese MNPs konnten daher das Potenzial haben,
Zielgewebe in frithen Entwicklungsstadien nachzuweisen und
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die zu seiner Bildung fithrenden Prozesse zu diagnostizieren.
Wir berichten hier iiber die Erfolge beim Einsatz magneti-
scher Nanopartikel zur molekularen und zelluldren Bildge-
bung. Weiterhin gehen wir kurz auf Fragen der Sicherheit von
MNPs ein (einschlieBlich der Zytotoxizitét).

3.1. Gewebespezifische molekulare Bildgebung

Magnetische Nanopartikel konnen nach der Kupplung
mit geeigneten molekularen Sonden zum Nachweis von
Krebs eingesetzt werden. Mit konventionellen Diagnosever-
fahren wird die Krankheit bislang bei weniger als 15% der
Patienten in Stufe I oder II erkannt.®'! MNPs mit stark kon-
traststeigender Wirkung konnten helfen, die Fritherken-
nungsrate von Krebs zu erhohen. So gelang mit Fe;O,-
(MEIO)-Nanopartikeln die molekulare Bildgebung von
Brustkrebs. In Krebszellen dieses Typs wird der Wachstums-
faktor-Rezeptor HER2/neu (Human Epidermal Growth
Factor Receptor 2) meist zu stark exprimiert.’) Mit Nano-
partikeln mit einem r2-Wert von 218 mm's™!, die mit dem
HER2/neu-spezifischen Antikérper Herceptin gekuppelt
wurden, konnen die SK-BR-3-Brustkrebszelllinien nachge-
wiesen werden (Abbildung 12a).F” Ferner ist mit Fe;O,-
Herceptin-Sonden der hochst empfindliche In-vitro-Nach-
weis von Krebszellen moglich, weil diese Sonden auf alle
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HER2/neu-positiven Krebszellen reagieren — auch auf Bx-
PC-3-Zellen, die nur minimale Gehalte an HER2/neu auf-
weisen (Abbildung 12b).1*!l

Eine erhebliche Verbesserung bei der molekularen Bild-
gebung von Carcinomen gelang mit MnFe,O,(MnMEIO)-
Sonden (r2 = 358 mm~'s™').”*l Nach der intravenosen In-
jektion dieser Sonde in Méuse wurden sehr kleine Tumore
nachgewiesen (ca. 50 mg, Abbildung 12¢), der Kontrast in
den Aufnahmen #nderte sich stark (R2-Anderung ca. 34 %:;
Abbildung 12d,e). Mit Fe;O,-Herceptin-Sonden verdnderte
sich der Kontrast in Tumoren weniger stark (R2-Anderung ca.
12%, Abbildung 12d,e). Unter den gleichen Bedingungen
blieb das Tumorgewebe bei Einsatz konventioneller CLIO-
Herceptin-Sonden unerkannt, der Wert von R2 édnderte sich
hier nicht merklich (Abbildung 12d,e). Mit den neuartigen
MNPs lassen sich Carcinome also hochst empfindlich nach-
weisen.

Auch Darmkrebs kann mithilfe von Fe;O,/rch24-Anti-
korper-Konjugaten diagnostiziert werden.™ Erkannt werden
dabei Zelllinien, die das embryogene Carcinogen-Antigen
(Carcinoma Embryogenic Antigen, CEA) enthalten, die
Zellen des Zielgewebes erscheinen in den Aufnahmen
dunkel. Auch iiber den erfolgreichen In-vivo-Nachweis von
Darmkrebs wurde berichtet (Abbildung 13a).

Mit FePt-Au-Nanopartikeln, die mit HmenB1-Antikor-
pern konjugiert waren, wurden Neuroblastomzellen (CHP-

b
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Abbildung 12. a) Kernspintomographischer In-vitro-Nachweis von HER2/neu-positiven Brustkrebszellen (SK-BR-3) durch Fe;O,(MEIO)-Herceptin-
Nanopartikel. b) Verstarkter Kontrast in Kernspintomographien von Krebszelllinien mit unterschiedlich starker Expression von HER2/neu (aus

Lit. [37,41]). ¢)—e) Hoch empfindlicher In-vivo-Nachweis von Krebs mit MnFe,O,(MnMEIO)-Herceptin-Nanopartikeln. c) Intravendse Injektion von
MEIO-Herceptin-Sonden in die Schwanzvene einer Maus, die im Bereich des Oberschenkelknochens nahe des Rumpfs ein kleines HER2/neu-
positives Carcinom hat (ca. 50 mg). Zum Vergleich wurden auch MEIO-Herceptin- und CLIO-Herceptin-Sonden getestet. d) Farbige Kernspinto-
mographien der Maus zu unterschiedlichen Zeiten nach der Injektion. e) Zeitliche Verdnderung der R2-Werte am Krebsherd nach der Injektion der

Sonden. Nach Lit. [38].
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Abbildung 13. a) Kernspintomographischer Nachweis von CEA-positi-
vem Darmkrebs durch Fe;O,/rch-24-Antikérper-Konjugate. Schema der
molekularen Erkennung der Nanopartikel und der kernspintomographi-
sche Nachweis von Darmkrebs in vitro und in vivo (aus Lit. [83]).

b) Kernspintomographischer Nachweis von Neuroblastom-Krebszellen
(CHP-134) mit hantelférmigen FePt-Au/HmenB1-Antikérper-Konjuga-
ten (aus Lit. [84]).

134) nachgewiesen, in denen Polysialinsdure (PSA) iiberma-
Big stark exprimiert wird. Der Nachweis gelang anhand der
dunkleren Farbe des betreffenden Gewebes in den Kern-
spintomographien, die durch die magnetischen FePt-Partikel
hervorgerufen wird (Abbildung 13b).1%

3.2. Zellwanderung

Durch Kernspintomographie mit magnetischen Nano-
partikeln als Sonden lisst sich die Migration von Zellen auf-
zeichnen. Dieses Verfahren konnte eine leistungsfihige Me-
thode zur Ermittlung der gesamten Entwicklung von Zellen
und zur Uberpriifung zellbasierender Therapien werden.
Uber entsprechende Anwendungen von SPIO-Nanopartikeln
zur Markierung von Transfektionsmitteln wurde bereits be-
richtet,™ ! auch neuartige Nanopartikel mit definiertem
Magnetismus oder ausgewéhlten Liganden eignen sich aber
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zur MRI-Untersuchung der Zellmigration. So wurden aus
magnetischen FeCo-Nanopartikeln Sonden mit grofler Kon-
trastwirkung erhalten (2 = 644 mm~'s™"), die ausgezeich-
nete kernspintomographische Aufnahmen von Zellen er-
moglichten.® Wurden mesenchymale Stammzellen (MSC)
mit diesen Nanopartikeln kultiviert, war der Kontrast in den
Aufnahmen mit Nanopartikeln markierter MSCs hoher als
bei Feridex-markierten Zellen (Abbildung 14).

mit Kontrolle |7 nm
Feridex :FeCo/GC-
markiert : ‘markiert

Abbildung 14. Kernspintomographien Feridex-markierter, unveranderter
und mit FeCo-Nanopartikeln markierter mesenchymaler Stammzellen
(MSCQ). a) Schrigsicht, b) Frontalsicht. Aus Lit. [39].

Fe;O,-MNPs mit Liganden an der Oberfliche werden
glatt in Zellen eingeschleust. Die Transfektionseffizienz von
MNPs, die mit kationischen Liganden beschichtet waren, in
neurale Stammzellen (NSC) ist in Gegenwart von (3-Carb-
oxypropyl)trimethylammoniumchlorid viel groBer als bei
MNPs, die mit dem anionischen Liganden 2-Carboxyethyl-
phosphonat oder oder Poly-L-lysin-Feridex beschichtet
wurden (Abbildung 152).2! Diese verbesserte Zelltransfek-
tion ermoglicht die MRI-Aufzeichnung der Wanderung neu-
raler Stammzellen in vivo. Der Weg der Stammzellen entlang
der Wirbelsdule ist in den Aufnahmen klar als dunkler
Streifen erkennbar (Abbildung 15b).

3.3. Biologische Sicherheit magnetischer Nanopartikel

Die Vertriglichkeit synthetischer MNPs muss vor der
klinischen Anwendung zwingend gepriift werden. Gemaf
fritherer Toxizitdtsuntersuchungen scheinen Eisenoxid-Na-
nopartikel biologisch unbedenklich zu sein.”>**"! Diese Na-
nopartikel werden entweder durch die Einwirkung hydroly-
tischer Enzyme oder durch den niedrigen pH-Wert von
Lysosomen in elementares Eisen iiberfiihrt. Hohe Konzen-
trationen an Eisenionen im Zytoplasma konnen zwar zur
Entstehung reaktiver Sauerstoffverbindungen fiithren, doch
Ferritin- und Transferrin-Rezeptoren regulieren die Ho-
moostase von Eisen,” das gespeichert und anschlieBend in
Hiamoglobin eingebaut wird. Die neuartigen Eisenoxid-
MNPs sind wie die tiblichen Eisenoxid-Nanopartikel kaum
toxisch. Fiir Fe;O4 und MnFe,0O,-Nanopartikel gab es in
mehreren Zelllinien bis zur hochsten untersuchten Konzen-
tration von 200 ugmL~! keine Hinweise auf Zytotoxizitit.*!

Magnetische Nanopartikel aus Legierungen wie FeCo
und FePt konnen wegen der hohen Reaktivitdt von Co- und
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Abbildung 15. a) Einfluss der Liganden auf der Oberfliche von Fe;O,-
Nanopartikeln auf die Zellmarkierung und die Kontrastverstarkung in
der Tomographie. Kationische Fe;O,-Nanopartikel verandern den Kon-
trast am stirksten. Ferridex-PLL ist ein konventioneller Zellmarker.

b) In-vivo-Wanderung mit kationischen Fe;O,-Nanopartikeln markierter
neuraler Stammzellen (NSCs), die in die Wirbelséule einer Maus inji-
ziert wurden (aus Lit. [42]).

Pt-Ionen toxisch wirken. Dies ldsst sich durch eine geeignete
Beschichtung der Nanopartikel vermeiden. So verhindert ein
dicker Graphitiiberzug auf CoFe-Nanopartikeln das Heraus-
16sen von Metallionen.” Weder in vitro in Zellen noch in
vivo in Kaninchen wurde eine akute Toxizitdt nachgewiesen.
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Trotz dieser vielversprechenden Ergebnisse sind weitere sys-
tematische Untersuchungen zur Verteilung der neuartigen
magnetischen Nanopartikel im Organismus, ihrer Ausschei-
dung (Body Clearance) und ihrer Langzeittoxizitit erforder-
lich.">*%

4. Multimodale molekulare Bildgebung mit
magnetischen Hybridnanopartikeln

Hybride Nanopartikel sind multimodal. Dies legt die
Moglichkeit multipler Bildgebungsverfahren (z.B. magne-
tisch und optisch) oder kombinierter Funktionen nahe (z.B.
Bildgebung und Therapie). Beispielsweise konnten MNPs mit
analytischen oder therapeutischen Nanopartikeln zu multi-
modalen Sonden fiir biomedizinische Anwendungen kombi-
niert werden. So wurde iiber ,, Kern-Satelliten®“- Hybridna-
nopartikel aus einem farbstoffdotierten Siliciumdioxid-Kern
(Dye-SiO,) und mehreren Fe;O,-Nanopartikeln berichtet.
Aufgrund kooperativer magnetischer Wechselwirkungen
zwischen den gekoppelten Nanopartikeln ist der Kontrastef-
fekt dieser Sonden um den Faktor 3.4 groBler als bei den
isolierten Nanopartikeln (Abbildung 16 a). Mit Nanopartikel-
Konjugaten des HmenB1-Antikorpers, der spezifisch an Po-
lysialinsdure bindet, werden PSA-positive Zellen (CHP-134)
in Kernspintomographien dunkel wiedergegeben und sind
anhand dieses Kontrasts nachweisbar (Abbildung 16b). Zu-
sétzlich tritt in den Membranbereichen der CHP-134-Zellen
eine intensive rote Fluoreszenz auf (Abbildung 16¢).”™ Dies
deutet auf Vorteile der dualen Bildgebung bei der Gewinnung
sowohl makroskopischer (z.B. MRI-Aufnahmen) als auch
mikroskopischer, subzelluldrer (z.B. optischer) Informatio-
nen iiber biologische Vorginge hin.

Neben ihrer Eignung fiir die Kernspintomographie
konnen Legierungs-MNPs auch einen therapeutischen
Nutzen aufweisen. Werden beispielsweise FePt@CoS,-Nano-
partikel mit HeLa-Zellen in Kontakt gebracht, nimmt die
Mortalitit der Zellen drastisch zu.” Nach der Aufnahme von
FePt@CoS, in die Zellen werden Platinatome oxidiert und die
Pt*"-Ionen wegen des niedrigen pH-Werts in den Zellen (ca.
5.5) freigesetzt. Dies fithrt zu DNA-Schiden und zu einer
Apoptose. Die zytotoxische Wirkung von FePt@CoS, wird

b c
Kern-Satelliten-
MRI Nano!;_a gk Fluoreszenz-
. *., bildgebung

Synergistische
Wirkung

(PSA(+))  (PSA(-))

Abbildung 16. Hybridnanopartikel aus Fe;O, und farbstoffdotiertem Siliciumdioxid (Dye-SiO,) fiir Kernspintomographie/Fluoreszenz-Doppelauf-
nahmen von Neuroblastomen. a) Erhohte Kontrastverstirkung durch Nanopartikel mit Dye-SiO,-Kern und (Fe;O,),-Satelliten in Tomographien
und ihre Anwendung beim Doppelnachweis von Neuroblastomen exprimierter Polysialinsdure (PSA, aus Lit. [94]): b) kernspintomographisch;

c) durch Fluoreszenz.
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durch Verédnderungen der Zellmorphologie und die dosisab-
hingige Vitalitit der Zellen bestétigt (Abbildung 17 a).
Si0,@Fe;0,@Au-Hybridnanopartikel konnen fiir die
molekulare Kernspintomographie und Krebstherapie einge-
setzt werden (Abbildung 17b).”! Nach Kupplung mit anti-
HER2/neu-Antikorpern und anschlieBender Einwirkung auf
Brustkrebszellen erscheinen die Zellen in einer 72-gewich-
teten MRI-Aufnahme dunkel, die Antikorper gelangten also
ans Ziel. Bei Bestrahlung mit einem Dauerstrichlaser werden

Angewandte

Der Einschluss therapeutischer Wirkstoffe und Nano-
partikel in polymeren Micellen ermdglicht eine gleichzeitige
Diagnose und Therapie. Es wurden Micellen hergestellt, die
Nanopartikel, Doxorubicin und das Tripeptid Arg-Gly-Asp
(RGD) enthalten. Letzteres ist ein Vektor, der an o,f3;-Inte-
grin bindet, das bei der Angiogenese auftritt. Wurden die
Micellen in Kontakt mit Endothelzellen gebracht, waren
diese kernspintomographisch nachweisbar, und es traten
eindeutig therapeutische Effekte auf (Abbildung 17 c).[*)

die anvisierten Zellen durch die hyperthermische Wirkung
der Goldschicht abgetotet.

a
100+
1 mg mi™
80+
X
Freisetzung -
des Kerns Apoptose E 60+
@
= 2 mg ml™’'
o 40+
N
7 4 mgml™’
20+
0
FePt@CoS,-
Dosis
b
MRI-Diagnose Hyperthermie
Kontrolle SKBR3
50 nm
- 2000w
c Doxorubicin
MRI-Diagnose Wirkstoffaufnahme

SLK-Zellen nach
Behandlung mit
RGD-freien Nano-
partikeln (Kontrolle)

SLK-Zellen nach
Behandlung mit
RGD-freien Nano-
partikeln (Kontrolle)

RGD-
Peptid

=

SLK-Zellen nach
Behandlung mit
Nanopartikeln
mit 16% RGD

SLK-Zellen nach
Behandlung mit
Nanopartikeln
mit 16% RGD

Abbildung 17. a) Therapeutische Anwendung von FePt@CoS,-Hybridnanopartikeln. Links: Letale
Wirkung der Hybrid-MNPs auf Zellen (Schema); Mitte: optischer Nachweis morphologischer Verin-
derungen in unbehandelten und mit den Nanopartikeln in Kontakt gebrachten HelLa-Zellen; rechts:
dosisabhingige Zellvitalitat (aus Lit. [96]). b) Hybridnanopartikel aus SiO,@Fe;O,@Au und anti-
HER2/neu-Antikérpern zur kernspintomographischen Diagnose und gleichzeitigen Laser-Hyperther-
miebehandlung (aus Lit. [97]). c¢) Hybridenanomicellen aus Eisenoxid-MNPs, Doxorubicin und dem
Peptid RGD zum kernspintomographischen Nachweis und zur Therapie Blutgefifie bildender
Zellen, in denen a,f;-Integrin zu stark exprimiert wird. Fluoreszenzbilder von Zellen mit Micellen,
die kein RGD-Peptid (Kontrolle) und 16% RGD-Peptid enthalten, deuten auf einen effizienten Wirk-
stofftransport hin (aus Lit. [40]). RGD = Arg-Gly-Asp.
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5. Schlussfolgerungen

Die neuartigen synthetischen
Nanopartikel mit definierter GroBe
und Zusammensetzung und defi-
niertem Magnetismus und Oberfli-
chenzustand sind nicht nur wertvoll
fir die Kontrastverstarkung in
kernspintomographischen Aufnah-
men. Vielmehr weisen sie als Kol-
loide auch eine hohe Stabilitit auf,
und sie konnen gezielt biologische
Gewebe ansteuern. Obwohl die
Entwicklung dieser Nanopartikel
noch am Anfang steht, ist das Po-
tenzial fiir erhebliche Fortschritte
bei der biomedizinischen Bildge-
bung offenkundig. So konnten
mafBgeschneiderte =~ MNP-Sonden
eines Tages die In-vivo-Diagnose
der Friithstadien zahlreicher Er-
krankungen ermoglichen oder die
Aufklarung der biologischen Vor-
ginge bei der Krebsentstehung,
Metastasenbildung, Zellentwickung
und bei Wechselwirkungen zwi-
schen Zellen erleichtern.

Wir danken Mi-yun Kim fiir ihren
Beitrag zur Erstellung dieses Manu-
skripts. Diese Arbeit wurde durch
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